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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
A adenin 
ADP adenozin difosfat 
ARMS-qPCR sistem ojačanja-refraktorne mutacije s PCR v realnem času 
ATP adenozin trifosfat 
BAM binarni format poravnave (Binary AlignMent format) 
bp bazni par 
C citozin 
CPEO kronična progresivna eksterna oftalmoplegija 
Cyt c citokrom c 
dNTP deoksiribonukleotid trifosfat  
dsDNA dvoverižna DNA 
FADH2 flavin adenin dinukleotid 
FG1 pufer za lizo 
FG2 pufer za denaturacijo 
FG3 pufer za hidracijo 
G gvanin 
IGEPAL CA-630 oktilfenoksipolietoksietanol 
IGV pregledovalnik integrativne genomike (Integrative Genomics Viewer) 
L levcin 
LHON leberjeva hereditarna optična nevropatija 
LR-PCR PCR z dolgim dosegom 
MELAS sindrom mitohondrijske encefalopatije, laktične acidoze in kapi 
podobne epizode 
MERRF sindrom mioklonične epilepsije z rdečimi rezcefranimi vlakni 
MST prenos materinega delitvenega vretena 
mtDNA mitohondrijska DNA 
NADH nikotinamid adenin dinukleotid 
NARP nevropatija, ataksiija in retinitis pigmentoza 
nDNA jedrna DNA  
NGS sekvenciranje naslednje generacije 
NUMTS jedrno-mitohondrijska zaporedja 
O2- superoksidni anion 
PCR  verižna reakcija s polimerazo 






rCRS prvo določeno nukleotidno zaporedje celotnega genoma 
RFLP polimorfizem dolžine restrikcijskih fragmentov 
ROS reaktivne kisikove spojine 
RSB pufer za resuspendiranje 
SAM enostavni format poravnave (Simple AlignMent format)  
ssDNA enoverižna DNA 
T timin 




Analiza humanega mitohondrijskega genoma s tehnologijo sekvenciranja naslednje 
generacije (NGS) 
Povzetek:  
Mitohondrijske bolezni so posledica mutacij na mitohondrijski DNA (mtDNA), ki 
spadajo v skupino heterogenih bolezni, za katere je značilno pomanjkanje celične 
energije. Celica lahko vsebuje različen delež mtDNA divjega tipa in mutirane mtDNA, 
kar imenujemo heteroplazmija. Detekcija nizkostopenjskih heteroplazmij je ključna pri 
diagnozi mitohondrijskih bolezni, saj se lahko zaradi učinka ozkega grla iz 
nizkostopenjskih heteroplazmij razvije celica s takšnim deležem mutirane mtDNA, da se 
bolezen fenotipsko izrazi. Namen diplomskega dela je bil preveriti zmožnosti tehnologije 
sekvenciranja naslednje generacije pri detekciji nizkostopenjskih heteroplazmij. S 
standardnimi metodami, kot je sekvenciranje po Sangerju lahko detektiramo samo več 
kot 15 %  heteroplazmijo. Z analizo mitohondrijskega genoma, ki smo ga izolirali iz polne 
človeške krvi, smo določili, da je s tehnologijo sekvenciranja naslednje generacije 
mogoče detektirati več kot 5 % heteroplazmijo. Prenos zgoraj omenjene metode v 
klinične preiskave je ključnega pomena, saj nam metoda omogoči hitro detekcijo mutacije 
na mtDNA. Poleg tega je odkrivanje nizkostopenjskih heteroplazmij ključno pri 
načrtovanju družine, saj so mitohondrijske bolezni pogosto letalne, za večino njih pa ne 
poznamo zdravil.  
 
 
Ključne besede: mitohondrijski genom, mitohondrijske bolezni, genetika, 
heteroplazmija, sekvenciranje naslednje generacije  
 
 
Analysis of human mitochondrial genome with next-generation sequencing (NGS) 
Abstract:  
Mitochondrial diseases can be caused by mutations of mitochondrial DNA (mtDNA) or 
nuclear genes, commonly defined by a lack of cellular energy. In cells, we can find co-
existence of wild-type and mutated mtDNA molecules known as heteroplasmy. Detecting 
a low-heteroplasmic variance is crucial for a diagnosis of mitochondrial diseases, as a 
result of the bottleneck effect. The aim of this study was to verify the ability of next-
generation sequencing for the detection of low-level DNA heteroplasmy. Sanger 
sequencing is a standard method of heteroplasmic variation detection, yet the lowest 
heteroplasmy ratio detected by the Sanger sequencing is around 15 %. With an analysis 
of mitochondrial genome isolated from human blood we determined that next-generation 
sequencing is able to detect more than 5 % mtDNA heteroplasmy. Transfer of next-
generation sequencing to clinical diagnostics is important, due to its ability to quickly 
detect mtDNA mutations.  Moreover, a diagnosis of low-level heteroplasmy is very 
important for making difficult reproductive choices, since pathogenic mtDNA mutations 













Mitohondrij je znotrajceličen organel večine evkariontskih celic, sestavljen iz dveh 
membran [1]. Glede na endosimbiontsko teorijo je mitohondrij potomec alfa-
proteobakterije, ki jo je fagocitiral prekurzor današnje evkariontske celice pred 1 do 3 
milijarde leti [2]. Mitohondrij sodeluje pri proizvodnji celične energije, kalcijevi 
signalizaciji, regulaciji celičnega metabolizma, sintezi nekaterih proteinov ter pri 
programirani celični smrti [3]. Poleg tega v njem poteka tudi cikel trikarboksilnih kislin, 
β-oksidacija maščobnih kislin ter del cikla uree [4].  
1.1.1 Dihalna veriga 
Primarna funkcija mitohondrija je proizvodnja celične energije v obliki adenozin 
trifosfata (ATP), ki nastaja s procesom oksidativne fosforilacije [1]. Za oksidativno 
fosforilacijo je ključna dihalna veriga (slika 1), ki jo najdemo v notranji mitohondrijski 
membrani. Dihalna veriga je sestavljena iz štirih kompleksov, preko katerih se prenašajo 
elektroni. Prenos elektronov ustvari elektrokemijski potencial, ki ga ATP-sintaza porabi 
za fosforilacijo molekule adenozin difosfata (ADP), nastane ATP. 
Elektroni potujejo iz reduciranih substratov (NADH, FADH2) preko štirih kompleksov 
dihalne verige do kisika. Kompleks I in II katalizirata prenos elektronov na koencim Q, 
ki ga imenujemo tudi ubikinon (Q), po prenosu elektronov se Q reducira in nastane 
ubikinol (QH2). Kompleks III je zadolžen za prenos elektronov iz QH2 na citokrom c (Cyt 
c). Cyt c je topen protein, ki po sprejemu elektronov iz kompleksa III prenese elektrone 
na kompleks IV. Kompleks IV elektrone prenese na kisik in prenos elektronov se zaključi, 
kisik se reducira in nastane voda. Vzporedno s prenosom elektronov pride na kompleksu 
I, III in IV do prečrpavanja protonov v medmembranski prostor, tako se ustvari 
elektrokemijski potencial, ki ga ATP-sintaza porabi za sintezo molekule ATP [4]. 
Med oksidativno fosforilacijo lahko pride do nastanka reaktivnih kisikovih spojin (ROS).  
Kisik se lahko delno reducira, sprejme le en elektron, tako nastane superoksidni anion 
(O2
-), ki je prekurzor za nastanek kisikovih reaktivnih spojin. ROS večinoma nastanejo 





Slika 1: Dihalna veriga. Dihalna veriga je sestavljena iz štirih kompleksov (I, II, III, IV), 
preko katerih se prenašajo elektroni. Zelene puščice prikazujejo pot elektronov iz NADH 
in FADH2 preko kompleksov dihalne verige do kisika. Rdeče puščice prikazujejo prenos 
protonov iz matriksa mitohondrija v medmembranski prostor in prenos protonov nazaj v 
matriks preko ATP-sintaze, ki ustvarjen elektrokemijski potencial porabi za fosforilacijo 
molekule ADP. Črtkane puščice prikazujejo smer premikanja QH2 in Cyt c. Prirejeno po 
[4]. 
1.1.2 Mitohondrijska genetika 
Proteini, ki so potrebni za sestavljanje mitohondrija, so zapisani na dveh genomih. Jedrna 
DNA (nDNA) zapisuje približno 1500 za mitohondrij pomembnih proteinov. Poleg 
nDNA je v vsaki celici v mitohondriju prisotna še mitohondrijska DNA (mtDNA), kjer 
je zapisanih 13 polipeptidov dihalne verige [6].  
mtDNA je majhna krožna dvoverižna DNA (dsDNA), ki se nahaja v mitohondriju. Pri 
človeku je sestavljena iz 16 569 baznih parov. Verigi delimo na težko verigo, ki je bogata 
z gvanini (G) ter lahko verigo, ki vsebuje več citozinov (C). Na mtDNA je 37 genov, 13 
jih zapisuje za proteine dihalne verige, 24 genov zapisuje molekule RNA. Od tega jih 22 
zapisuje za mitohondrijske prenašalne RNA molekule, veliko podenoto ribosoma 16s in 
malo podenoto ribosoma 12s. mtDNA med zapisi za proteine ne vsebuje intronov, 93 % 
celotnega mitohondrijskega genoma predstavlja kodirajoča regija. Pomembno 
nekodirajočo regijo predstavlja D-zanka, kjer se nahaja inicijacijsko mesto replikacije [3]. 
Mitohondrijska genetika sesalcev ima posebne značilnosti, mtDNA se deduje po materni 
strani [7]. Novejše raziskave dokazujejo, da lahko pride med oploditvijo tudi do prenosa 




število kopij je odvisno od celičnega tipa ter potreb celice po energiji [3]. Sam mitohondrij 
vsebuje 2 do 10 kopij mtDNA. Mitohondrijski genom ima 10 do 20-krat večjo stopnjo 
mutacij kot nDNA [7]. Za mtDNA je značilna večja stopnja mutacij, ker ni zaščitena s 
histonskimi proteini. Poleg tega se mtDNA nahaja v mitohondriju, kjer je prisotna visoka 
koncentracija ROS, ki nastanejo pri procesu oksidativne fosforilacije. Do pogostejših 
napak pride tudi zaradi konstantnega podvojevanja in slabših popravljalnih mehanizmov 
kot so značilni za podvojevanje nDNA v celičnem jedru. [6]. V celici je lahko zaporedje 
vseh kopij mtDNA identično, kar imenujemo homoplazmija. Če celica vsebuje mtDNA 
divjega tipa in mutirano mtDNA, govorimo o heteroplazmiji (slika 2) [3].   
 
Slika 2: Prikaz homoplazmije in heteroplazmije. Levo je prikazana homoplazmija, kjer 
je značilno, da celica vsebuje le zdrave mitohondrije z mtDNA divjega tipa. Desno je 
prikazana 50 % heteroplazmija, kjer celica vsebuje mitohondrije z mtDNA divjega tipa 
in mitohondrije z mutirano mtDNA. 
1.1.3 Heteroplazmija in hipoteza ozkega grla 
Mutirana mtDNA lahko v celici predstavlja različne deleže celotne mtDNA, kar 
definiramo kot stopnjo heteroplazmije. V nasprotju z nDNA se lahko mtDNA neprestano 
podvaja, neodvisno od celičnega cikla. Ko se celica deli, se lahko delež mutiranih molekul 
mtDNA in molekul mtDNA divjega tipa različno razporedi med hčerinske celice. To 
razlagamo s hipotezo ozkega grla, katere molekularni mehanizem še ni pojasnjen. 
Raziskovalci predvidevajo, da pride do učinka ozkega grla med razvojem jajčne celice 
(oogeneza) in med zgodnjim razvojem zarodka (embriogeneza) [11]–[13]. Razvoj jajčne 
celice se začne pri izvornih matičnih celicah, ki se pred rojstvom diferencirajo v oogonij 
ter nato v primarno oocito. Med puberteto iz primarne oocite z mejozo nastane jajčna 
celica. Med procesom oogeneze se pri sesalcih mitohondriji in mtDNA zelo pomnoži, iz 
izvorne matične celice, ki vsebuje 10-100 mtDNA se razvije jajčna celica, ki vsebuje 
približno 200.000 mtDNA [14]. Prvi učinek ozkega grla (slika 3) se zgodi med profazo I 
mejoze I, ko se iz primarne oocite razvija jajčna celica [15]. Drugi učinek ozkega grla se 
zgodi med zgodnjo embriogenezo. Med zgodnjo embriogenezo sesalcev se mtDNA ne 
podvaja, tako se morajo mitohondriji razporediti med hčerinske celice. Porazdelitev 




zarodek, vodi do učinka ozkega grla [14]. Učinek ozkega grla omogoči, da lahko iz celice, 
ki vsebuje mutirano mtDNA nastane hčerinska celica, ki nima mutacij na mtDNA. Ker je 
mtDNA zelo podvržena mutacijam in se deduje večinoma po materni strani, je 
mitohondrijski genom zelo občutljiv na kopičenje mutacij. Zaradi kopičenja mutacij bi 
lahko prišlo do nepravilnega delovanja mitohondrija in izumrtja celotne vrste. Učinek 
ozkega grla preprečuje kopičenje mutacij. Učinek ozkega grla je izvorno povezan z 
zarodnimi celicami, vendar ga opazimo tudi v drugih celičnih tipih. To pojasnjuje, zakaj 
imajo lahko različna tkiva v istem organizmu različen delež mutirane mtDNA [6]. 
 
Slika 3: Učinek ozkega grla. V primarni oociti sta prisotna dva tipa mtDNA (levo), 
zeleni mitohondriji vsebujejo mtDNA divjega tipa, medtem ko rdeči mitohondriji 
vsebujejo mutirano mtDNA. Primarna oocita ima mitohondrijsko heteroplazmijo. Med 
mejozo pride do učinka ozkega grla, tako se zrele jajčne celice (desno) lahko razlikujejo 
glede na stopnjo heteroplazmije. Prirejeno po [8]. 
1.2 Mitohondrijske bolezni 
Mitohondrijske bolezni so lahko posledica mutacij mtDNA ali mutacij na jedrnih genih, 
ki zapisujejo proteine dihalne verige [16]. So skupina klinično heterogenih bolezni, 
pogosto povezanih s pomanjkanjem celične energije. Do pomanjkanja celične energije 
pride zaradi napak v dihalni verigi. Trenutno je znanih približno 250 škodljivih mutacij 
[1]. Klinični simptomi za mitohondrijske bolezni so lahko smrtni ali povzročijo hudo 
kronično bolehnost večinoma v tkivih, ki potrebujejo veliko energije (živčni sistem, srce, 




specifično obolenje (gluhost, diabetes tipa 2) ali multisistemski sindromi, ki vključujejo 
nevrološke, endokrine, kardiološke, dermatološke in gastroenterološke značilnosti [16]. 
Za pojav kliničnih simptomov, mora mutirana mtDNA presegati minimalni delež. Če je 
v celicah prisotne dovolj mutirane mtDNA, pride do biokemijskih napak in posledično 
nepravilnega delovanja določenega tkiva. Minimalni delež mutirane mtDNA se razlikuje 
za posamezno mutacijo, in se odvisno od tkiva giblje med 60 % in 90 %. V tkivih, ki so 
odvisni predvsem od oksidativnega metabolizma, je za pojav simptomov potreben manjši 
delež mutirane mtDNA. Stopnja heteroplazmije je lahko višja v tkivih, ki jim zadostuje 
tudi anaerobna glikoliza. Nekatere bolezni se pojavijo že v zgodnjem otroštvu, druge v 
poznem otroštvu oziroma pri odraslih. Bolezni, ki se pojavijo že v zgodnjem otroštvu, kot 
posledica mutirane mtDNA, so sindrom Kearns-Sayre, Pearsonov sindrom ter Leighov 
sindrom. Primeri odraslih mitohondrijskih bolezni so sindrom mitohondrijske 
encefalopatije, laktične acidoze in kapi podobne epizode (MELAS), kronična progresivna 
eksterna oftalmoplegija (CPEO), nevropatija, ataksija in retinitis pigmentoza (NARP), 
sindrom mioklonične epilepsije z rdečimi razcefranimi vlakni (MERRF) in 
Leberjeva hereditarna optična nevropatija (LHON) [1]. 
1.2.1 Leighov sindrom 
Leighov sindrom je nevrodegenerativna mitohondrijska bolezen, ki je rezultat napak med 
sintezo ATP. Je genetsko zelo heterogena bolezen, ki jo lahko povzročijo mutacije na >75 
različnih genih, kodiranih na nDNA ali mtDNA. [18]. Za Leighov sindrom so značilni 
nevrološki simptomi, ki se izrazijo že v prvih mesecih ali letih življenja in jim sledi 
zgodnja smrt. Najpogosteje je prizadet centralni živčni sistem, pride lahko do 
psihomotoričnih motenj, hipotonije, oftalmopareze, optične atrofije, ataksije, distonije ali 
motenj pri dihanju. Večinoma se bolezen razvije pri otrocih med 2. in 6. letom starosti, s 
simptomi, ki so podobni tistim med infekcijo. Nato se pacientu razvijejo zgoraj navedeni 
nevrološki simptomi, vključno z zaostankom v razvoju. Smrt ponavadi nastopi okrog 
tretjega leta starosti [18], [19]. Leighov sindrom je posledica mutacij v mtDNA ali v genih 
na nDNA, ki zapisujejo za proteine dihalne verige [19]. Biokemijske študije na pacientih 
z Leighovim sindromom so pokazale povečano koncentracijo laktata in napake pri 
mitohondrijski oksidativni fosforilaciji. Najpogostejša biokemijska napaka, pri kateri 
pride do Leighovega sindroma, je na kompleksu I, pogosto je diagnosticirana tudi 
pomanjkljivost kompleksa IV. Napake na kompleksih II, III in V so redkejše [18]. 
Mutacije na mtDNA predstavljajo 10-20 % vseh diagnosticiranih Leigovih sindromov. 
Najpogostejše mutacije na mtDNA, ki povzročijo Leighov sindrom se nahajajo na genih 
MTND3 in MTND5, ki zapisujeta za kompleks I ter na genu MTATP6, ki zapisuje za  
kompleks V.  Mutacija na genu MTATP6 predstavlja približno 10 % vseh primerov 
Leighovega sindroma. Pri okvari gena MTATP6 večina pacientov nosi mutacijo na mestu 
8993. Lahko gre za mutacijo mt8993T>G ali blažjo obliko na enakem mestu mt8993T>C 
[18]. Gen MTATP6, ki ga imenujemo tudi ATPaza6 kodira podenoto 6 ATP-sintaze, ki je 




pride do zamenjave levcina v arginin (L156R) v podenoti 6 mitohondrijske ATP-sintaze. 
Zamenjava aminokislin spremeni strukturo protonskega kanala F0 podenote. Pozitivno 
nabit R-156 moti mobilnost protonov preko ATP-sintaze. To onemogoči porabo 
elektrokemijskega gradienta protonov in sintezo ATP [21]. Klinični simptomi se izrazijo 
pri več kot 90 % stopnji heteroplazmije [19].  
1.2.2 Odkrivanje heteroplazmije 
Odkrivanje nizkostopenjskih heteroplazmij lahko pomaga pri diagnosticiranju 
mitohondrijskih bolezni.  
Prvi korak pri odkrivanju nizkostopenjskih heteroplazmij je obogatitev mtDNA. Metode 
za obogatitev lahko temeljijo na izolaciji ali pomnoževanju. Izolacijo mtDNA dosežemo 
z gostotnim gradientnim centrifugiranjem ter s pomočjo barvil (etidijev bromid ali 
Hoechst 33258), ki se selektivno vežeta na DNA, tako lahko dosežemo razliko v gostoti 
med mtDNA in nDNA [8],[22] .  Izolacija mtDNA poteka tudi s pomočjo zajemanja 
mtDNA s sondo. 
Z verižno reakcijo s polimerazo (PCR) lahko obogatimo mtDNA. Eno izmed PCR-metod 
imenujemo ''primer-walking'', kjer potrebujemo več parov začetnih oligonukleotidov z 
zaporedji, ki so komplementarna prekrivajočim regijam med posameznimi amplikoni 
[8],[23]. mtDNA lahko obogatimo s PCR z dolgim dosegom (LR-PCR), kjer lahko 
pomnožimo celoten genom mtDNA v enem koraku z enim samim parom začetnih 
oligonukleotidov. Pomnoževanje celotnega genoma (WGA) je metoda, ki vključuje PCR 
ali izotermno pomnoževanje DNA in omogoča bogatitev DNA do količin, ki so primerne 
za določevanje nukleotidnega zaporedja [8], [24]. 
Nizkostopenjske heteroplazmije lahko detektiramo z različnimi metodami, ki se 
razlikujejo po tem, kako nizek delež mutirane mtDNA še lahko zaznajo. Ena izmed metod 
je sekvenciranje po Sangerju, ki temelji na zaključevanju verige pri sintezi enoverižne 
DNA (ssDNA) z dideoksinuklotidi. Za detekcijo se uporabljajo tudi metode, ki temeljijo 
na posebno oblikovanih ssDNA, ki jih imenujemo sonde. Te so pripete na trdno podlago. 
Raziskovalci so glede na to metodo razvili MitoChip, ki je namenjen detekciji 
heteroplazemskih pozicij na mtDNA. Poleg pomnoževanja se lahko PCR-metode z 
dodatkom fluorokromov ali endonukleaz uporabljajo za zaznavo heteroplazmij. Ena 
izmed metod je sistem ojačanja-refraktorne mutacije s PCR v realnem času (ARMS-
qPCR) z uporabo dveh smernih in enega protismernega začetnega oligonukleotida. 
Modifikacije v posamezni bazi enega izmed smernih začetnih oligonukleotidov 
omogočijo, da je metoda primerna za detekcijo heteroplazmije. Za detekcijo 
nizkostopenjskih heteroplazmij je primerna tudi tehnologija sekvenciranja naslednje 
generacije (NGS), ki je opisana v naslednjem poglavju (1.3) [8]. 
1.3 Tehnologija sekvenciranja naslednje generacije 
Tehnologija NGS temelji na masivnem vzporednem določevanju nukleotidnega 




tehnologije NGS za diagnostične raziskave [7]. Pri NGS-tehnologiji DNA-polimeraza 
med zaporednimi cikli podaljševanja DNA katalizira vključitev fluorescentno označenih 
deoksiribonukleotid trifosfatov (dNTP) v verigo DNA, ki omogočijo zaustavitev 
pomnoževanja. V vsakem ciklu se vključen dNTP identificira z vzbujanjem fluoroforja. 
Namesto določevanja zaporedja posameznega fragmenta DNA se ta proces razširi na 
milijone fragmentov [25]. Obstaja več platform različnih proizvajalcev (Roche (454), 
SOLiD, Illumina in Ion Torrent), ki temeljijo na masivnem vzporednem določevanju 
nukleotidnega zaporedja [7]. 
1.3.1 Illumina in sekvenator naslednje generacije MiSeq 
Illumina je razvila sekvenator naslednje generacije MiSeq, ki nam omogoča določevanje 
nukleotidnega zaporedja tarčnih genov, majhnih genomov, RNA in metagenomov. Pred 
določevanjem nukleotidnega zaporedja v sekvenatorju MiSeq, je potrebno pripraviti 
knjižnico, nato v sekvenatorju poteče pomnoževanje fragmentov s premostitvenim PCR. 
Na koncu sledi še določevanje nukleotidnega zaporedja s sintezo ter analiza podatkov 
[25].  
1.3.1.1 Priprava knjižnice DNA  
Knjižnico pripravimo z naključno fragmentacijo DNA, ki ji sledi ligacija adapterjev na 5' 
in 3' koncu vsakega fragmenta DNA. Fragmentacija DNA in ligacija adapterjev potekata 
sočasno s pomočjo transpozona, ki ima vezane kratke oligonukleotide (adapterji). Sledi 
čiščenje fragmentirane DNA ter označevanje DNA z indeksi (slika 4). S pomočjo reakcije 
PCR se na adapterje vežejo motivna zaporedja, ki so sestavljena iz dela zaporedja, ki je 
komplementaren adapterjem, indeksov in dela, ki je komplementaren oligonukleotidom 
na pretočni celici. Indeksi so 8 – 12 baznih parov dolga nukleotidna zaporedja, ki v 
nadaljnjih korakih služijo identifikaciji. S pomočjo indeksov lahko sekvenator med več 
združenimi knjižnicami DNA prepozna in sestavi celotno nukleotidno zaporedje 





Slika 4: Priprava knjižnice DNA. Prirejeno po [25]. 
Cilj priprave knjižnice DNA je, da dobimo čisto, fragmentirano in z indeksi označeno 
DNA (slika 5) [25].  
 
Slika 5: Knjižnica DNA označena z indeksi. Prirejeno po [25]. 
1.3.1.2 Premostitveni PCR 
Pripravljeno knjižnico DNA dodamo v  pretočno celico in jo vstavimo v sekvenator, kjer 
nastanejo skupki s pomočjo premostitvenega PCR (slika 6).  Na površini pretočne celice 
so pritrjeni oligonukleotidi, ki so komplementarni adapterjem v knjižnici. Pride do 
povezave med adapterji in na površino pritrjenimi oligonukleotidi. Po hibridizaciji DNA 
na površino, se na matrico DNA veže polimeraza, ki sintetizira novo verigo. Sledi 
denaturacija dsDNA in spiranje matrične DNA. ssDNA se upogne, tako lahko pride do 
povezave med adapterjem in na površino vezanim oligonukleotidom. Polimeraza 
sintetizira komplementarno verigo in nastane dvoverižni most. Nato poteče denaturacija 




Premostitveni PCR in denaturacija verig poteka tako dolgo, dokler na površini pretočne 
celice ne nastanejo skupki DNA. Po pomnoževanju pride do spiranja protismernih verig 
DNA in blokiranja 3' koncev verig. Sledi določevanje nukleotidnega zaporedja s sintezo 
[25]. 
 
Slika 6: Premostitveni PCR. Prirejeno po [26]. 
1.3.1.3 Določevanje nukleotidnega zaporedja s sintezo 
Določevanje nukleotidnega zaporedja se začne s podaljševanjem začetnega 
oligonukleotida. Pri vsakem ciklu sodelujejo fluorescenčno označeni nukleotidi, ki 
tekmujejo za vezavo v nastajajočo verigo. Po vezavi nukleotida pride do emitacije 









2 Namen dela in hipoteze 
Odkrivanje nizkostopenjskih heteroplazmij je ključno pri diagnosticiranju 
mitohondrijskih bolezni [8]. V okviru diplomskega dela smo želeli analizirati 
mitohondrijski genom, obogaten iz izolatov DNA, ki jih pridobimo iz polne človeške krvi 
ter preveriti zmožnosti tehnologije sekvenciranja naslednje generacije za uspešno 
detekcijo nizkostopenjskih heteroplazmij. 
Hipoteze: 
1. S tehnologijo sekvenciranja naslednje generacije je mogoče detektirati 
nizkostopenjske heteroplazmije. 
2. Meja detekcije s tehnologijo sekvenciranja naslednje generacije za heteroplazmijo 
bo boljša kot pri standardnih metodah (sekvenciranje po Sangerju).  
3. Kvaliteta obogatitve mtDNA z LR-PCR bo bistveno vplivala na končno 









3 Materiali in metode   
1.4 Materiali 
1.4.1 Laboratorijska oprema 
 aparat za PCR SimpliAmp Thermal Cycler (ThermoFischer Scientific)  
 aparatura za slikanje gelov  
 bioanalizator Agilent 2100 
 centrifuga (Megafuge 1.0R Heraens Instruments) 
 kadička za agarozno gelsko elektroforezo z aparatom za elektroforezo 
(PowerPac HC 230V 3.0A 300W Bio_Rad) 
 kivete 
 mikrotiterske plošče 
 pipete (Eppendorf) 
 sekvenator naslednje generacije MiSeq (Illumina) 
 spektrofotometer (Lambda 25 UV/VIS Spectrometer PerkinElmer Instruments)
 spektrofotometer NanoDrop (ThermoFischer Scientific) 
 sterilni nastavki za pipete 
 tehtnica (Sartorius TE6101) 
 vibracijski mešalnik (Vibromix 10 Tehtnica) 
 vodna kopel (Precitherm PFV Boehringer Mannheim) 
1.4.2 Kemikalije in reagenti 
1.4.2.1 Izolacija DNA 
 100 % izopropanol  
 70 % etanol 
 polna kri (dveh sorodnih oseb) 
 reagenčni komplet FlexiGene DNA kit (QIAGEN):  
pufer za lizo (FG1) 
pufer za denaturacijo (FG2) 
pufer za hidracijo (FG3)
liofilizirana proteaza (QIAGEN) 
1.4.2.2 Verižna reakcija s polimerazo: 
 deionizirana voda 
 LongAmp Hot Start Taq 2X Master mix:  
60 mM Tris-SO4 




2 mM MgSO4  
3 % glicerol 
0,06% oktilfenoksipolietoksietanol (IGEPAL CA-630)  
0,05 % tween 20 
0,3 mM dNTP 
125 enot/ml LongAmp Hot Start Taq DNA-polimeraza 
 začetni oligonukleotidi (tabela 1) 
 
Tabela 1: Nukleotidno zaporedje začetnih oligonukleotidov. 
Začetni oligonukleotid Nukleotidno zaporedje 5'3' 
Smerni začetni oligonukleotid za fragment A 
 
AAATCTTACCCCGCCTGTTT 












1.4.2.3 Agarozna  gelska elektroforeza: 
 agaroza (Sigma Aldich) 
 1x TBE pufer: 
borova (III) kislina (Kemika) 
EDTA (Riedel) 
tris (Sigma Aldrich) 
destilirana voda 
 nanašalni pufer za elektroforezo: 




 SYBR Safe 
1.4.2.4 Čiščenje vzorcev z magnetnimi kroglicami 
 80 % etanol 
 magnetne kroglice za čiščenje vzorca  




1.4.2.5 Fragmentacija DNA z ligacijo označevalnih adapterjev: 
 deionizirana voda 
 encim 1 za fragmentacijo DNA z  ligacijo adapterjev 
 pufer za fragmentacijo DNA z ligacijo adapterjev 
 pufer za ustavitev fragmentacije DNA z ligacijo adapterjev 
1.4.2.6 Pomnoževanje fragmentirane DNA: 
 indeksi (i7 in i5) 
 reakcijska zmes PCR Nextera 
1.4.2.7 Kvantifikacija knjižnice s pomočjo bioanalizatorja Agilent 2100: 
 reagenčni komplet Agilent DNA 1000 kit: 
  čistilec elektrode 
  DNA-čip 
  DNA-koncentrirano barvilo 
DNA-označevalci 
  DNA-gel 
  DNA-standard 
  injekcijska brizga  
1.4.2.8 Priprava vzorca in reagentov za sekvenator MiSeq: 
 natrijev hidroksid (NaOH) 
 pufer za resuspendiranje 
 pufer za hibridizacijo 
 izpiralni pufer (PR2) 
 reagenčni komplet MiSeq Reagent Kit v3: 
pretočna celice MiSeq 
pufer za hibridizacijo  
pufer za inkorporacijo 





Potek laboratorijskega dela je prikazan na sliki 7. 
 




1.5.1 Izolacija DNA iz  polne krvi 
Pri laboratorijskem delu smo iz polne krvi dveh sorojencev izolirali DNA s pomočjo 
reagenčnega kompleta  FlexiGene DNA kit. Vzorec A je bil pridobljen iz bolne osebe z 
mutacijo mt8993T>G, vzorec B pa iz sorojenca brez patološke mutacije. 
V mikrocentrifugirko smo najprej dali 12,5 ml FG1 pufra ter 5 ml polne krvi. S pufrom 
FG1 smo povzročili lizo celic. Nato smo vzorce dobro premešali in centrifugirali 5 min 
pri 2000Xg. Po centrifugiranju smo odlili supernatant ter dodali 2,5 ml mešanice pufra 
FG2 in proteaze. Mešanico smo pripravili tako, da smo zmešali 20 ml pufra FG2 in 200 
µl proteaze. Po dodatku mešanice smo vzorec dobro premešali z vibracijskim 
mešalnikom, da se je popolnoma homogeniziral. Vzorce smo nato postavili v vodno kopel 
in jih inkubirali 10 min pri 65 °C.  Zaradi razpada proteinov so vzorci spremenili barvo 
iz rdeče v zeleno.  Dodali smo 2,5 ml 100 % izopropanola in obračali tako dolgo, da smo 
opazili precipitat DNA. Nato smo ponovno centrifugirali 5 min pri 2000Xg, odlili 
supernatant in dodali 2,5 ml 70 % etanola. Po dodatku etanola smo na hitro premešali  z 
vibracijskim mešalnikom in centrifugirali 5 min pri 2000Xg. Odlili smo supernatant in 
počakali, da se pelet posuši na zraku. DNA-pelet smo na koncu raztopili v 500 µl FG3 
pufra. Tako pripravljeno raztopljeno DNA smo prenesli v 1,5 ml mikrocentrifugirno 
epruveto in jo shranili pri temperaturi 4 °C.  
1.5.2 Merjenje koncentracije DNA 
Po končani izolaciji smo vzorcu DNA spektrofotometrično izmerili koncentracijo. 
Najprej smo v kvarčno kiveto dodali  1 ml destilirane vode, ki nam je služila kot slepi 
vzorec. Vzorce DNA smo razredčili, v kiveto smo dodali 990 µl destilirane vode in 10 µl 
DNA. Spektrofotometer je izmeril koncentracijo vzorca DNA ter nam je podal razmerje 
absorbanc A260/A280, iz katerega lahko sklepamo na čistost DNA. Razmerje A260/A280 
nam poda oceno kontaminacije DNA s proteini, fenoli in ostalimi snovmi, ki absorbirajo 
pri A280. 
1.5.3 Priprava vzorcev 
Izolata celotne DNA polne krvi sorojencev smo najprej združili v osmih različnih 
koncentracijskih razmerjih (tabela 2). Ko je v nadaljnjih korakih napisano razmerje je na 
prvem mestu vedno delež vzorca z mutirano DNA (vzorec A), na drugem mestu se vedno 




Tabela 2: Razmerja med vzorcema A in B. 
Števika vzorca Vzorec A [%] 
[%] 
Vzorec B [%] 
1. 0,1 99,9 
2. 1 99 
3. 5 95 
4. 10 90 
5. 30 70 
6. 50 50 
7. 70 30 
8. 90 10 
 
1.5.4 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
16,6 kb mitohondrijski genom smo s pomočjo LR-PCR pomnožili v dveh prekrivajočih 
se fragmentih (slika 8). V eksperimentalnem delu smo uporabljali LongAmp Hot Start 
Taq DNA-polimerazo, ki zagotavlja boljšo občutljivost PCR in omogoča pripravo 
mešanice PCR pri sobni temperaturi. Master mešanica vsebuje 60 mM Tris-SO4, 20 mM 
(NH4)2SO4, 2 mM MgSO4, 3 % glicerol, 0,06 % IGEPAL CA-630, 0,05 % Tween 20, 0,3 
mM dNTP ter 125 enot/ml LongAmp Hot Start Taq DNA-polimeraze [27], dodati smo 
morali le začetne oligonukleotide ter vzorec DNA ustreznih volumnov (tabela 3). Vsak 
od osmih vzorcev z različnimi razmerji mtDNA zdrave in bolne osebe smo pomnožili z 
LR-PCR. Temperaturni program za LR-PCR za pomnoževanje mitohondrijskega genoma 
najdemo v tabeli 4. 
 
Slika 8: Prikaz pomnoževanja mtDNA z LR-PCR. mtDNA smo pomnožili v dveh 
fragmentih, ki se prekrivata. Z modro barvo je narisan fragment A, z rdečo barvo fragment 




Tabela 3: Reakcijska mešanica za LR-PCR z LongAmp Hot Start Taq DNA-
polimerazo. V tabeli so navedeni volumni komponent, ki jih potrebujemo za eno reakcijo 
volumna 25 µl. 
Komponenta Volumen [µl] 
longAmp Hot Start Taq 2X Master mix 12,5 
10 µM smerni začetni oligonukleotid 10 
10 µM protismerni začetni oligonukleotid 10 
matrica DNA (100 ng/µl) 2,5 
deionizirana voda 8 
 
Tabela 4: Temperaturni program za LR-PCR pomnoževanje mitohondrijskega 
genoma. 
Koraki Temperatura [°C] Čas 
Število 
ciklov 
začetna denaturacija 94 30 s 1 
denaturacija 94 30 s 
30 prileganje 62 60 s 
podaljševanje 65 8 min 30 s 
zadnje podaljševanje 65 10 min 1 
 
1.5.5 Agarozna gelska elektroforeza 
Z agarozno gelsko elektroforezo smo ločili produkte PCR glede na velikost, s čimer smo 
preverili njihovo kvaliteto. 
Pripravili smo gel z 1 % koncentracijo agaroze. V 1-kratnem pufru TBE (Tris,  borova 
kislina, EDTA, pH 8) smo segreli in raztopili agarozo ter dodali SYBR Safe. V ustrezen 
model z glavnički smo vlili raztopino. Ko se je gel strdil, smo nanesli vzorce. Vzorce smo 
pred nanosom zmešali z nanašalnim pufrom (bromfenol modro, ksilencianol, glicerol). 
Elektroforezo smo vodili pod napetostjo 75 V približno 1,5 h. Po končani elektroforezi 
smo rezultate dokumentirali pod kamero z UV-svetlobo. 
1.5.6 Združevanje produktov PCR in čiščenje vzorcev 
Glede na kvaliteto produktov PCR smo združili vzorce z enakimi razmerji bolne in zdrave 
osebe. Nato smo vzorce očistili. V vzorce smo dodali magnetne kroglice za čiščenje 
vzorca, pretresli z vibracijskim mešalnikom in inkubirali 8 min pri sobni temperaturi. 




premazane s polimerom modificiranim s karboksilnimi skupinami. V prisotnosti 
polietilen glikola in soli, ki sta prisotna v pufru, se lahko na karboksilne skupine 
reverzibilno veže negativno nabita DNA [28]. Nato smo ploščo centrifugirali ter jo 
postavili na magnetno stojalo in počakali približno 2 min, oziroma dokler ni bila raztopina 
čista. Iz vsakega vzorca smo odstranili ves supernatant ter 2-krat sprali z 80 % etanolom. 
Ko smo po drugem spiranju odstranili etanol smo vzorce za 10 min pustili na magnetnem 
stojalu, da so se posušili. Nato smo pelet resuspendirali z 21 µl RSB in inkubirali 2 min. 
Vzorce smo ponovno postavili na magnete in počakali, da se raztopina zbistri. 20 µl 
supernatanta, ki je predstavljal očiščen vzorec smo prenesli v čiste luknjice mikrotiterske 
plošče.   
1.5.7 Priprava knjižnice za tehnologijo sekvenciranja naslednje generacije (NGS) 
1.5.7.1 Fragmentacija DNA z ligacijo označevalnih adapterjev 
V tem koraku smo fragmentirali mtDNA in jo označili z adapterskimi zaporedji. Vzorcem 
mtDNA smo dodali pufer za fragmentacijo DNA z ligacijo adapterjev, encim 1 za 
fragmentacijo DNA z ligacijo adapterjev in deionizirano vodo (tabela 5). Mikrotitersko 
ploščo smo premešali z vibracijskim mešalnikom in jo centrifugirali. Vzorce smo 2 min 
segrevali pri 58 °C ter za 10 min ohlajali pri 8 °C. Takoj po ohlajanju smo dodali 15 µl 
pufra za ustavitev fragmentacije DNA z ligacijo adapterjev ter premešali z vibracijskim 
mešalnikom. Sledila je 4 min inkubacija. 
Tabela 5: Reakcijska mešanica za fragmentacijo DNA z ligacijo označevalnih 
adapterjev. 
Komponenta Volumen [µl] 
vzorec DNA 10 
pufer za fragmentacijo DNA z ligacijo adapterjev 
 
25 
encim 1 za fragmentacijo DNA z ligacijo adapterjev 5 
deionizirana voda 10 
 
1.5.7.2 Čiščenje fragmentirane DNA 
Za čiščenje fragmentirane DNA smo uporabljali magnetne kroglice za čiščenje vzorca. 
Čiščenje odstrani nečistoče, ki se lahko vežejo na konce DNA ter motijo nadaljnji 
postopek. Čiščenje smo izvedli po postopku opisanem v točki 1.5.6.  
1.5.7.3 Pomnoževanje fragmentirane DNA 
V tem koraku pomnožimo fragmentirano DNA in ji na vsak konec dodamo indekse s 




Tabela 6: Temperaturni program za PCR-pomnoževanje fragmentirane DNA in 
dodajanja indeksov. 
Korak Temperatura [°C] Čas Število ciklov 
segrevanje 72 3 min 1 
začetna denaturacija 98 30 s 1 
denaturacija 98 10 s 
10 
prileganje 60 30 s 
podaljševanje 72 40 s 
zadnje podaljševanje 72 5 min 1 
končno ohlajanje 8 ∞ 1 
 
1.5.7.4 Čiščenje pomnožene DNA 
S pomočjo magnetnih kroglic za čiščenje, smo pomnoženo DNA ponovno očistili po 
postopku opisanem v točki 1.5.6. 
1.5.7.5 Kvantifikacija knjižnice s pomočjo bioanalizatorja Agilent 2100  
S pomočjo bioanalizatorja Agilent 2100 smo določili dolžino in koncentracijo knjižnice.  
Postopek smo izvajali s pomočjo reagenčnega kompleta Agilent DNA 1000 po protokolu 
izvajalca [29].  Najprej smo postavili DNA-čip v stojalo z brizgo, ki ustvarja tlak. S 
pomočjo brizge smo na čip nanesli 9 µl gela, nato smo brizgo sprostili. Odprli smo pokrov 
stojala in napolnili še ostale prostore na čipu. Shema pipetiranja je prikazana na sliki 9. 
Po pipetiranju smo čip na hitro položili na vibracijsko mešalo in ga vstavili v aparat. 
Reagenčni komplet Agilent DNA 1000 nam z elektroforezo omogoča ločevanje 
fragmentov nukleinskih kislin glede na njihovo velikost. Bioanalizator nam izriše 
kromatogram ter nam poda fotografije agarozne gelske elektroforeze (slika 11). Glede na 
površino pod kromatogramom nam izračuna koncentracijo knjižnice posameznega 
vzorca. 
 




1.5.8 Združevanje vzorcev in merjenje koncentracije 
Ker so bili med pripravo knjižnice posamezni vzorci z različnimi razmerji označeni z 
različnimi indeksi, smo jih v tem koraku združili v isto mikrocentrifugirko. Dodali smo 
tak volumen knjižnice DNA posameznega vzorca, da je končni volumen vseboval 500 ng 
DNA. Volumen vzorca smo izračunali po enačbi 1.  Ponovno je sledilo čiščenje z 
magnetnimi kroglicami po postopku opisanem v točki 1.5.6. Na aparatu NanoDrop smo 
izmerili koncentracijo vzorca.  
Enačba 1: Izračun volumna vzorca DNA. 




1.5.9 Priprava vzorca in reagentov za sekvenator MiSeq 
Za določevanje nukleotidnega zaporedja v sekvenatorju MiSeq smo potrebovali 
reagenčni komplet MiSeq Reagent Kit v3. Reagenčno kartušo smo odmrznili v vodni 
kopeli sobne temperature. Glede na koncentracijo izmerjeno na aparatu NanoDrop smo 
knjižnico DNA 660-krat redčili z RSB, s tem smo zagotovili, da je bila končna 
koncentracija knjižnice 1,4 nM. Za posamezen vzorec smo po enačbi 2 izračunali 
volumen dodanega RSB-ja. Nato smo redčeni knjižnici dodali NaOH, dobro premešali na 
vibracijskem mešalu ter inkubirali 5 minut. Z NaOH smo dosegli denaturacijo knjižnice 
DNA. Po inkubaciji smo denaturirani knjižnici DNA dodali hibridizacijski pufer, ki je 
nevtraliziral NaOH ter stabiliziral ssDNA. Pretočno celico smo očistili z destilirano vodo, 
jo sprali z etanolom in jo dobro osušili. Očiščeno pretočno celico, inkorporacijski pufer 
in posodo za odpad smo vstavili v sekvenator MiSeq. V pripravljeno reagenčno kartušo 
smo dodali denaturirano in redčeno knjižnico DNA ter vse skupaj vstavili v sekvenator 
MiSeq, kjer je poteklo pomnoževanje skupkov DNA in določevanje nukleotidnega 
zaporedja s sintezo. 
Enačba 2: Izračun volumna resuspenzijskega pufra pri redčenju knjižnice DNA. 
𝑉(𝑘𝑛𝑗𝑖ž𝑛𝑖𝑐𝑒 𝐷𝑁𝐴 + 𝑅𝑆𝐵) = =  
𝑐(𝑘𝑛𝑗𝑖ž𝑛𝑖𝑐𝑒 𝐷𝑁𝐴) × 𝑉(𝑘𝑛𝑗𝑖ž𝑛𝑖𝑐𝑒 𝐷𝑁𝐴)
𝑐(𝑘𝑛𝑗𝑖ž𝑛𝑖𝑐𝑒 𝐷𝑁𝐴 𝑘𝑜𝑛č𝑛𝑎)
 





1.5.10 Analiza podatkov z bioinformatskimi metodami 
1.5.10.1 Nalaganje podatkov na referenčno zaporedje 
Z določevanjem nukleotidnega zaporedja s tehnologijo naslednje generacije na 
sekvenatorju MiSeq, smo najprej dobili surove podatke v formatu FASTQ. Odstranili 
smo adapterska zaporedja ter naložili zaporedja na referenčni genom. Ko je bila 
poravnava končana smo dobili enostavni format poravnave (SAM), ki smo jo morali 
pretvoriti v binarni format poravnave (BAM). 
Podatke smo v nadaljevanju analizirali s pomočjo programa MitoSuite. Za program 
Mitosuite smo potrebovali BAM-datoteko. Mitosuite razčleni BAM-datoteko in 
avtomatsko izračuna statistične podatke, kot je pokritost celotnega genoma, vsebnost 
gvaninov in citozinov ter dolžino posameznih zaporedij. Poleg tega nam program prikaže 
tudi vrednost heteroplazmije na določenih mestih ter mitohondrijske haploskupine [30].  
BAM-datoteko smo naložili v program MitoSuite. V programu smo morali izbrati na 
katero referenčno sekvenco naj nalaga podatke ter kakšen naj bo prag kvalitete 
identifikacije posameznega nukleotida (Phred score). Za referenčno sekvenco smo si 
izbrali prvo določeno nukleotidno zaporedje celotnega mitohondrijskega genoma (rCRS) 
[31]. Parameter Phred je definiran kot lastnost, ki je logaritemsko povezana z verjetnostjo 
napake v identifikaciji posameznega nukleotida (enačba 3). V programu Mitosuite smo 
parameter Phred nastavili na 30, kar pomeni 99,9 % zanesljivost identifikacije 
posameznega nukleotida [32], [33].  
Enačba 3: Definicija parametra Phred. 
𝑞 =  −10 × 𝑙𝑜𝑔10(𝑝) 
1.5.10.2 Identifikacija genetskih sprememb 
Zaporedje smo analizirali še s programom Integrative Genomics Viewer (IGV), kjer smo 
za pozicijo 8993 na mitohondrijskem genomu preverili število zadetkov za posamezen 
nukleotid. Določili smo šum, ki je nastal pri določevanju nukleotidnega zaporedja. 
Analizirali smo za kateri vzorec z najnižjo koncentracijo mtDNA bolne osebe je možno 










1.6 Analiza kvalitete produktov PCR  
Z LR-PCR smo pomnožili mitohondrijski genom, s čimer smo zagotovili obogatitev 
mtDNA iz izolata DNA, pripravljenega iz polne krvi. Z začetnimi oligonukleotidi za 
fragment A ter začetnimi oligonukleotidi za fragment B smo ločeno pomnožili 
mitohondrijski genom za vsako izmed pripravljenih razmerij (0,1:99,9; 1:99; 5:95; 10:90; 
30:70; 50:50; 70:30; 90:10) med vzorcema A (DNA z mutacijo mt8993T>G) in B (DNA 
sorodne osebe brez mutacije). Po pomnoževanju mitohondrijskega genoma z  LR-PCR 
smo z agarozno gelsko elektroforezo preverili kvaliteto PCR-produktov (slika 10).  
 
Slika 10: Elektroforezna analiza kvalitete LR-PCR produktov mtDNA. Preverjali 
smo ali je bilo pomnoževanje mitohondrijskega genoma uspešno. Levo: standard (1 kb). 
Lise od 1A do 8A predstavljajo produkte PCR za fragment A. Lise od 1B do 8B 
predstavljajo produkte PCR za fragment B (številčenje lis je skladno s tabelo 2). Po dve 
lisi prikazujeta vzorce z istimi razmerji med vzorcema A in B. Lisi 4A in 4B 10:90, lisi 
5A in 5B 30:70, lisi 6A in 6B 50:50, lisi 7A in 7B 70:30, lisi 8A in 8B 90:10, lisi 3A in 
3B 5:95, lisi 2A in 2B 1:99 lisi 1A in 1B 0,1:99,9. 
Na agarozni gelski elektroforezi vidimo lise pri približno 9000 bp, kar pomeni, da je bilo 
pomnoževanje mitohondrijskega genoma uspešno. Mitohondrijski genom je sestavljen iz 
16 569 bp, torej je vsak fragment dolg približno 8500 bp. Pri 5A ter 2A vidimo manj 
intenzivno liso, kar pomeni, da je bila pri teh dveh vzorcih uspešnost LR-PCR slabša. To 
smo upoštevali v naslednjem koraku pri združevanju vzorcev z enakim razmerjem. 
Vzorce z enakim razmerjem smo združili skupaj tako, da smo dodali 10 µl mtDNA 
fragmenta A in 10 µl fragmenta B (razmerje 1:1). Razen pri vzorcih, ki jih prikazujejo 
lise 5A, 2A, 5B in 2B, kjer smo dodali 15 µl mtDNA fragmenta A in 5 µl mtDNA 
fragmenta B (razmerje 3:1). Z večjim volumnom fragmenta A (kjer je bila uspešnost LR-
PCR slabša) glede na volumen fragmenta B (kjer je bil LR-PCR uspešen) smo zagotovili, 
da je bila koncentracija fragmentov A in B v končnem volumnu približno enaka. Na sliki 




lahko opazimo tudi liso pri približno 4500 bp, kjer gre verjetno za prisotnost nespecifičnih 
produktov LR-PCR.  
1.7 Kvantifikacija knjižnice DNA z bioanalizatorjem Agilent 2100 
Po obogatitvi mtDNA z LR-PCR smo pripravili knjižnico DNA in določili njeno kvaliteto 
ter koncentracijo s pomočjo bioanalizatorja Agilent 2100. Program nam je izrisal 
kromatogram in nam podal sliko elektroforeze (slika 11). Podal nam je tudi velikosti 
fragmentov in njihove koncentracije. 
 
Slika 11: Kvantifikacija knjižnice mtDNA. Primer kromatograma (levo), ki nam ga 
izriše program po kvantifikaciji knjižnice DNA ter slika elektroforeze (desno). Na 
kromatogramu lahko opazimo dva ostra vrhova pri 15 bp in 1500 bp, ki sta posledica 
DNA-označevalcev. 
Iz kromatograma lahko razberemo, da je velikost posameznih fragmentov knjižnice DNA 
med 200 in 1000 bp. Kromatogram vsebuje dva ostra vrhova pri 15 bp in 1500 bp, ki sta 
posledica DNA-označevalcev. Računalnik nam poda koncentracije fragmentov, ki jih 
izračuna glede na površino pod kromatogramom. Fragmenti z največjo koncentracijo so 
bili dolgi med 450 in 650 bp, izračunali smo tudi njihovo povprečno dolžino, ki je znašala 
550 bp. Koncentracije teh fragmentov so bile med 25 in 50 ng/µl.   
1.8 Bioinformatska analiza podatkov 
Po obogatitvi mtDNA z LR-PCR smo pripravili knjižnico DNA in ji določili nukleotidno 
zaporedje s tehnologijo NGS. Podatke smo analizirali s programom MitoSuite, ki nam je 
podal kakšna je pokritost mitohondrijskega genoma za vsak vzorec. Pokritost 
mitohondrijskega genoma nam pove, število odčitkov, ki smo jih z metodo določili na 





mitohondrijskega genoma (slika 12A) in primer prikaza, kjer delu mitohondrijskega 
genoma (fragment A) ni bilo določeno nukleotidno zaporedje (slika 12B).  
 
Slika 12: Grafični prikaz pokritosti mitohondrijskega genoma. Grafičen prikaz za 
vzorec z razmerjem A:B: (A) 0,1:99,9 in (B) 1:99. 
Na sliki 12A vidimo, da je za vzorec 1 z razmerjem 0,1:99,9 pokritost določenega 
nukleotidnega zaporedja dobra in enakomerna. Medtem ko je pokritost mitohondrijskega 
genoma na sliki 12B slabša, kajti delu mitohondrijskega genoma nukleotidno zaporedje 
ni bilo določeno. Celotno določevanje nukleotidnega zaporedja ni bilo uspešno pri 
vzorcih z razmerjem 1:99 ter 30:70 (vzorec A:vzorec B). To je posledica slabe kvalitete 
produktov PCR fragmenta A, kar vidimo na sliki 10. Očitno je kljub večjim volumnom 
fragmenta A glede na volumen fragment B pri združevanju, bila koncentracija fragmenta 
A premajhna, da bi lahko bilo določevanje nukleotidnega zaporedja za ta fragment 
uspešno.  
1.9 Identifikacija genetskih sprememb na mestu mt8993 
Po analizi s programom MitoSuite smo nukleotidno zaporedje za vsak vzorec analizirali 
še s programom IGV. S programom smo preverili število odčitkov za mesto mt8993, kjer 
je bila prisotna mutacija (slika 13). Mutacija mt8993 se nahaja na delu mtDNA, ki smo 





Slika 13: Prikaz števila zadetkov na mestu 8993 v mtDNA z IGV.  Prikaz za vzorec z 
razmerjem med vzorcema A:B: (A) 50:50. (B) 90:10. 
Program nam je izpisal skupno število zadetkov, ter število zadetkov za vsak nukleotid 
posebej. Ker smo analizirali mutacijo mt8993T>G, sta nam adenin (A) in citozin (C) 
predstavljala šum sekvenciranja. Na podlagi podatkov, ki nam jih je izpisal IGV, smo 
naredili grafično analizo (slike od 14 do 21). 
Grafično smo analizirali podatke, ki nam jih je podal program IGV, za vsako izmed 
koncentracijskih razmerij. Z analizo smo želeli določiti, pri katerem izmed razmerij, ki 
ima najnižjo koncentracijo mutirane mtDNA, že lahko govorimo o mitohondrijski 
heteroplazmiji. Najnižjo možno stopnjo heteroplazmije, ki jo še lahko določimo s 
tehnologijo NGS, nam predstavlja vzorec z najnižjim razmerjem med vzorcema A in B, 
kjer je na mt8993 število zadetkov za G nad vrednostjo šuma. V ta namen, smo za vsako 
izmed razmerij narisali graf (slike od 14 do 21), ki nam prikazuje število odčitkov za vsak 
nukleotid na mestu mt8993, kjer je prisotna mutacija. Z grafom smo želeli ponazoriti 
delež ostalih baz na mestu mt8993 ter šum sekvenciranja, zato smo graf narisali v 
logaritemski skali. Število odčitkov za nukleotid T oziroma za nukleotid G je proti številu 
odčitkov za nukleotida A in C toliko večje, da brez logaritemskih vrednosti ne opazimo 
števila detektiranih nukleotidov, ki nam predstavljajo šum sekvenciranja (bazi A in C). 
Ker je pri nižjih razmerjih (0,1:99,9 in 1:99) med vzorcema A:B  število odčitkov za 
nukleotid G približno enako kot število odčitkov za nukleotid A in C, ne moremo sklepati, 
da imamo v vzorcu dva tipa mtDNA (nismo določili heteroplazmije). Z grafi smo želeli 
prikazati, kdaj se število odčitkov za nukleotid G toliko poveča (je večje od števila 
odčitkov za nukleotida, ki predstavljata šum), da lahko mesto mt8993, že interpretiramo 
kot heteroplazmatsko mesto. V ta namen, smo določili tudi šum sekvenciranja, kjer smo 




napak pri sekvenciranju, ki predstavljajo šum, lahko pride zaradi nenatančnega 
pipetiranja pri pripravi vzorcev, premalo natančne in specifične DNA-polimeraze, ki jo 
uporabljamo pri sintezi verige za določevanje nukleotidnega zaporedja, ter napak pri 
obogatitvi mtDNA (v vzorcu imamo ostanke nDNA, premalo natančna DNA-polimeraza 
pri LR-PCR). 




























Slika 14: Grafična analiza podatkov na mestu mt8993 z razmerjem 0,1: 99,9. Na 
grafu so prikazane logaritemske vrednosti števila odčitkov za posamezen nukleotid in 
šum sekvenciranja. 
Na sliki 14, kjer smo ponazorili število odčitkov za posamezen nukleotid na mestu 
mt8993 za razmerje vzorcev 0,1:99,9. Lahko opazimo, da je število odčitkov za bazo T 
bistveno večje kot število odčitkov za ostale baze. Iz slike 14 lahko tudi interpretiramo, 
da je število odčitkov za nukleotid G približno enako kot število odčitkov za nukleotida 
A in C, zato nukleotid G označimo kot šum sekvenciranja. Iz teh rezultatov sklepamo, da 
mora biti za detekcijo heteroplazmatskega mesta s tehnologijo NGS stopnja 




























Slika 15: Grafična analiza podatkov na mestu mt8993 z razmerjem 1:99. Na grafu so 
prikazane logaritemske vrednosti števila odčitkov za posamezen nukleotid in šum 
sekvenciranja. 
Na sliki 15, kjer smo ponazorili število odčitkov za posamezen nukleotid na mestu 
mt8993 za razmerje 1:99, je število odčitkov za nukleotid T  tako nizko, da iz rezultatov 
ne moremo sklepati na občutljivost metode NGS. Na te rezultate je verjetno vplivala slaba 
obogatitev mtDNA pri vzorcu 2, kar lahko opazimo na sliki 10 (lisa 2A). Pri 
pomnoževanju fragmenta A pri vzorcu z razmerjem 1:99 smo dobili mnogo slabšo 
intenziteto lise, kot pri ostalih vzorcih, iz česar lahko sklepamo, da je bila tu mtDNA 
slabo obogatena. To je bistveno vplivalo na določevanje nukleotidnega zaporedja, saj 
delu zaporedja, ki ga predstavlja fragment A, nukleotidno zaporedje ni bilo določeno 
(slika 12B). Ker se mesto mt8993, nahaja na tem predelu (fragment A), ne moremo 
govoriti o detekciji heteroplazmije za razmerje 1:99. V primeru, da bi želeli preveriti še 
zmožnosti tehnologije NGS za 1 % stopnjo heteroplazmije, bi morali poskus ponoviti in 

































Slika 16: Grafična analiza podatkov na mestu mt8993 z razmerjem 5:95. Na grafu so 
prikazane logaritemske vrednosti števila odčitkov za posamezen nukleotid in šum 
sekvenciranja. 
Na sliki 16 je ponazorjeno število odčitkov za posamezen nukleotid pri vzorcu z 
razmerjem 5:95. Na grafu opazimo, da se je število odčitkov za nukleotid G nekoliko 
povečalo, vendar je v primerjavi s številom odčitkov za nukleotid T zelo majhno. Število 
odčitkov za nukleotid G je večje od vrednosti šuma. Število odčitkov za nukleotid G (517 
odčitkov) je glede na število odčitkov za nukleotida A (25 odčitkov) in C (69  odčitkov), 
toliko večje, da že lahko govorimo o detekciji heteroplazmije. Ker je 5:95 najnižje 
razmerje, kjer nam je uspelo detektirati heteroplazmijo, sklepamo, da je meja detekcije s 
tehnologijo NGS ≥ 5 % stopnja heteroplazmije. 



























Slika 17: Grafična analiza podatkov na mestu mt8993 z razmerjem 10:90. Na grafu 

































Slika 18: Grafična analiza podatkov na mestu mt8993 z razmerjem 30:70. Na grafu 
so prikazane logaritemske vrednosti števila odčitkov za posamezen nukleotid in šum 
sekvenciranja. 




























Slika 19: Grafična analiza podatkov na mestu mt8993 z razmerjem 50:50. Na grafu 
so prikazane logaritemske vrednosti števila odčitkov za posamezen nukleotid in šum 
sekvenciranja. 
Na slikah 17, 18, 19 je prikazano število odčitkov za posamezen nukleotid na mestu 
mt8993. Število odčitkov za nukleotid G se povečuje skladno z večanjem koncentracije 
mutirane mtDNA v vzorcu. Na slikah 18 in 19 lahko vidimo vse večje odstopanje 
nukleotida G od vrednosti šuma, kar je skladno s pričakovanji. Pri vzorcu z razmerjem 
50:50 smo pričakovali, da bo število odčitkov za bazi G in T približno enako, vendar je 
število odčitkov za bazo G (8296 odčitkov) kar nekaj nižje kot število odčitkov za bazo 

































Slika 20: Grafična analiza podatkov na mestu mt8993 z razmerjem 70:30. Na grafu 
so prikazane logaritemske vrednosti števila odčitkov za posamezen nukleotid in šum 
sekvenciranja. 




























Slika 21: Grafična analiza podatkov na mestu mt8993 z razmerjem 90:10. Na grafu 
so prikazane logaritemske vrednosti števila odčitkov za posamezen nukleotid in šum 
sekvenciranja. 
 
Na slikah 20 in 21 je prikazano število odčitkov za posamezen nukleotid na mestu mt8993 
za vzorca z razmerjem 70:30 (slika 20) in 90:10 (slika 21). Število odčitkov za nukleotid 
G je pri obeh vzorcih večje kot število odčitkov za nukleotid T, kar je skladno s 
pričakovanjem. Na slikah 20 in 21 lahko tudi opazimo, da število odčitkov za nukleotid 




Tabela 7: Prikaz deleža mutirane DNA v posameznem vzorcu in stopnja 






Z NGS določena stopnja 
heteroplazmije [%] 
1 0,1 0,4 
2 1 0 
3 5 3 
4 10 17 
5 30 38 
6 50 37 
7 70 85 
8 90 96 
 
S podatki, ki smo jih pridobili iz programa IGV smo izračunali stopnjo heteroplazmije 
določeno z NGS, tako da smo izračunali kvocient števila odčitkov nukleotida G za mesto 
mt8993 in števila odčitkov nukleotida T za mesto mt8993. Rezultati so prikazani in 
primerjani z odstotkom mutirane mtDNA v vzorcu v tabeli 7. Za lažjo interpretacijo smo 
naredili tudi graf (slika 22). 




















Pričakovano razmeje med vzorcema A in B.
Stopnja heteroplazmije določena z NGS.
 
Slika 22: Grafičen prikaz odstopanja med pričakovano stopnjo heteroplazmije in 
detektirano stopnjo heteroplazmije. S črno so prikazana zmešana razmerja med 




Z grafično analizo smo prikazali tudi natančnost naših rezultatov glede na pričakovane 
rezultate (slika 22). Relativno napako določene heteroplazmije s tehnologijo NGS smo 
izračunali za vsak vzorec za posamezno razmerje med vzorcema A in B. S črnimi stolpci 
je prikazano razmerje med koncentracijo mutirane mtDNA in koncentracijo mtDNA 
divjega tipa, ki smo ju zmešali na podlagi izračunov. Predvidevali smo, da bo to razmerje 
enako stopnji heteroplazmije. Z belimi stolpci so prikazani rezultati, ki smo jih dobili po 
detekciji heteroplazmije s tehnologijo NGS. Na grafu lahko opazimo, da smo dobili precej 
odstopanj od pričakovanih vrednosti. Za vzorec 1 smo določili največjo relativno napako, 
saj je odstotek mutirane mtDNA tako nizek, da že zelo nizka vrednost variance vodi do 
velike relativne napake. Pričakovali smo 0,1 % stopnjo heteroplazmije, detektirana 
stopnja heteroplazmije je bila 0,4 % (tabela 7). Vendar glede na to, da je število odčitkov 
za nukleotid G pri vzorcu z razmerjem 0,1:99,9 tako nizko, da nukleotid G pri tem vzorcu 
interpretiramo za šum sekvenciranja, izračun relativne napake za ta vzorec ni relevanten. 
Pri vzorcu 2 z razmerjem 1:99 smo izračunali 100 % napako, vendar zaradi slabe 
obogatitve mtDNA stopnje heteroplazmije s tehnologijo NGS nismo določili, torej so tudi 
ti izračuni irelevantni. Relativna napaka nam več pove pri ≥ 5 % heteroplazmiji, saj smo 
določili, da je občutljivost metode nad 5 %.  Relativne napake pri vzorcih od 3 do 8 
(razmerja: 5:95, 10:90, 30:70, 50:50, 70:30 in 90:10) se gibljejo med 6 % in 66 %. Do 
odstopanj je lahko prišlo zaradi napak pri pripravi vzorca ter pri samem določevanju 
nukleotidnega zaporedja s tehnologijo NGS. Pri pripravi vzorcev je bilo zaradi majhnih 
volumnov ključno natančno pipetiranje, pri katerem so napake pogoste. Pri izračunih 
koncentracijskih razmerij, smo morali določene vrednosti zaokrožiti, razmerje 
koncentracij 0,1:99,9 ter 1:99 smo pripravili z redčenjem v dveh korakih, kjer se napake 
seštevajo. Med obogatitvijo mtDNA z LR-PCR je lahko prišlo do napačne vgradnje 
nukleotidov zaradi nespecifičnosti DNA-polimeraze. Slaba kvaliteta produktov PCR je 
vplivala pri določevanju zaporedja z NGS, saj je bilo zaradi manjše koncentracije vzorca 
DNA število odčitkov manjše. Če bi želeli preveriti realno natančnost metode NGS bi 









Tehnologija sekvenciranja naslednje generacije z določevanjem nukleotidnega zaporedja 
s sintezo omogoča, da imamo večkratno pokritost zaporedja s prekrivajočimi se kratkimi 
odčitki, kar zagotovi pogoje za detekcijo nizkostopenjskih heteroplazmij v 
mitohondrijskem genomu. Kljub temu, da mora biti stopnja heteroplazmije med 70 % in 
90 %, da se bolezen fenotipsko izrazi, je detekcija redkih škodljivih mutacij ključna, saj 
se lahko zaradi učinka ozkega grla iz nizkostopenjskih heteroplazmij razvije višji delež 
heteroplazmije [8]. 
Da bi lahko določili zmožnosti metode NGS za detekcijo heteroplazmij, smo združili dva 
izolata DNA (vzorec A in vzorec B) v različnih razmerjih (tabela 2). Izolata DNA sta bila 
pridobljena iz krvi oseb, ki sta bila sorojenca. Eden izmed izolatov je bil pridobljen iz 
krvi osebe, ki je imela kot posledico mutacije mt8993T>G diagnosticiran Leighov 
sindrom (vzorec A). Drugi izolat je bil pridobljen iz krvi sorodne zdrave osebe, brez 
mutacije mt8993T>G (vzorec B).  Združevanje izolatov DNA v različnih 
koncentracijskih razmerjih nam je v nadaljevanju omogočilo, da smo določili najnižji 
delež mutirane mtDNA (mt8993T>G), ki ga še lahko detektiramo. 
Iz izolatov DNA, ki so bili pridobljeni iz polne krvi, je bilo najprej potrebno obogatiti 
mtDNA. Z obogatitvijo mtDNA zagotovimo zmanjšanje koncentracije nDNA, kar 
prepreči lažno pozitivne rezultate, ki bi nastali zaradi jedrno-mitohondrijskih zaporedij 
(NUMTS) [34]. NUMTS so psevdogena zaporedja na nDNA, ki izvirajo iz mtDNA [35] 
in so vstopila v nDNA preko povezovanja nehomolognih koncev po prelomu dvojne 
verige [36]. Obogatitev mtDNA lahko dosežemo z izolacijo mtDNA ali s 
pomnoževanjem mtDNA. Izolacija mtDNA lahko poteka z gostotnim gradientnim 
centrifugiranjem v kombinaciji z barvilom, ki se selektivno veže na DNA in povzroči 
gostotno razliko med mtDNA in nDNA. Gostotno gradientno centrifugiranje zmanjša 
kvaliteto nDNA. Ta metoda je časovno zamudna in zahteva veliko količino tkivnega 
vzorca [8]. Obogatitev mtDNA lahko zagotovimo z zajemanjem mtDNA s sondo, vendar 
je učinkovitost metode slabša. Sonde od proizvajalcev predstavljajo velik strošek, poleg 
tega bi za izolacijo mtDNA s to metodo potrebovali svež vzorec v večji količini. 
Raziskovalci razvijajo metode, kjer namesto dragih sond uporabijo druge fragmente, s 
čimer zagotovijo cenovno bolj ugodno izolacijo mtDNA [8].  Ker je mitohondrijski 
genom majhen, sestavljen iz 16 569 baznih parov [3], lahko genom pomnožimo s PCR in 
s tem obogatimo mtDNA. Ena izmed metod, ki nam to omogoča se imenuje ''primer-
walking'', kjer potrebujemo več parov začetnih oligonukleotidov z zaporedji, ki so 
komplementarna prekrivajočim regijam posameznih amplikonov [8]. Z metodo 
ustvarimo majhne amplikone, ki so že primerni za sekvenciranje, zato se izognemo 
nadaljnji fragmentaciji DNA. Poleg tega lahko uporabimo začetne oligonukleotide, ki 




[37].  Pri tej metodi se soočamo z različno stopnjo pokritosti mitohondrijskega genoma, 
saj imamo za prekrivajoča zaporedja mnogo več odčitkov, kot pri neprekrivajočih. Za 
detekcijo nizkostopenjskih heteroplazmij potrebujemo čimbolj enakomerno pokritost 
genoma, zato je za obogatitev mtDNA najbolj primeren LR-PCR [8]. Majhnost mtDNA 
nam omogoča, da lahko celoten genom z LR-PCR pomnožimo v dveh prekrivajočih se 
fragmentih, s čimer zagotovimo enakomerno pokritost genoma [38]. Enakomerna 
pokritost mitohondrijskega genoma nam olajša kvantifikacijo nizkostopenjske 
heteroplazmije [39]. LR-PCR je hitra, učinkovita in cenovno ugodna izbira za 
pomnoževanje genomskih regij, ki nam omogoči pomnoževanje večjih amplikonov. Pri 
standardnem PCR lahko dosežemo velikost do 5 kb, medtem ko lahko z LR-PCR 
pomnožimo amplikone vse do 30 kb. [38]. Kljub uporabi DNA-polimeraze z visoko 
natančnostjo lahko pri tej metodi pride do vgradnje napačnih nukleotidov, kar bistveno 
vpliva na detekcijo nizkostopenjskih heteroplazmij. Za pomnoževanje z LR-PCR 
potrebujemo zelo kvalitetno DNA [34]. Zaradi pomnoževanja mtDNA v dveh 
prekrivajočih se fragmentih je lahko kvaliteta produkta PCR enega izmed fragmentov 
slabša (slika 10), posledično lahko pride do izpada celotne regije nukleotidnega 
zaporedja. Poleg slabe kvalitete PCR na izpad regije vpliva tudi priprava knjižnice NGS, 
kjer se preferenčno pomnožujejo fragmenti, ki jih je več. To bistveno vpliva na končni 
rezultat, saj se lahko zgodi, da fragmentu, ki predstavlja polovico mitohondrijskega 
genoma, ni določeno nukleotidno zaporedje (slika 12B). Detekcija heteroplazmije v 
primeru, da se mutacija nahaja na delu, kjer nukleotidnega zaporedja nismo mogli 
določiti, ni mogoča zaradi slabe obogatitve mtDNA.  
Po obogatitvi mtDNA je sledila priprava knjižnice DNA, določevanje nukleotidnega 
zaporedja na sekvenatorju MiSeq in analiza podatkov. Surovim podatkom iz sekvenatorja 
v FASTQ formatu smo odstranili zaporedje adaptorjev in jih poravnali na referenčni 
genom (rCRS). Tako smo dobili BAM datoteko, ki so jo z uporabo programov MitoSuite 
in IGV analizirali in preverili odčitke nukleotidov na mestu mt8993 za vse vzorce. 
Ugotovili smo, da je je bila pokritost mitohondrijskega genoma za večino vzorcev 
enakomerna (slika 12A). Slabo pokritost mitohondrijskega genoma smo opazili pri 
vzorcih 2 in 5, z razmerjem 1:99 (slika 12B) in 30:70, kar je posledica slabše obogatitve 
mtDNA iz izolatov DNA, pridobljenih iz polne krvi (Slika 10). Glede na odčitke 
nukleotidov, ki nam jih je izpisal IGV (Slika 13), smo naredili grafično analizo (Slika 14, 
15, 16, 17, 18, 19, 20 in 21) za posamezen vzorec. Ugotovili smo, da je najnižja meja 
detekcije heteroplazmije, ki jo še lahko določimo s tehnologijo NGS 5 %. Pri vzorcu z 
razmerjem 0,1:99,9 baze G na mestu 8993 še ne moremo interpretirati kot mutacije. 
Število odčitkov A in C, ki v našem primeru predstavljata šum, je na tem mestu enako ali 
celo večje od števila odčitkov G. Pri vzorcu z razmerjem 1:99 je zaradi slabe obogatitve 
enega izmed fragmentov mtDNA število odčitkov za A, C in G nič, zato iz naših 
rezultatov ne moremo pridobiti podatka za detekcijo heteroplazmije s tehnologijo NGS 




heteroplazmije bi potrebovali ponovitev priprave knjižnice in sekvenciranja, kar pa 
predstavlja dodatno finančno obremenitev, ki v danem projektu ni bila predvidena.   
Ena izmed prednosti tehnologije NGS za detekcijo nizkostopenjskih heteroplazmij je 
njena hitrost. Od odvzema vzorca preiskovancu lahko v manj kot enem tednu določimo 
stopnjo heteroplazmije. NGS nam omogoča, da lahko sočasno karakteriziramo celotno 
nukleotidno zaporedje mitohondrijskega genoma ter določimo vsa heteroplazmatska 
mesta na mtDNA, kjer je delež mutirane mtDNA večji ali enak 5 %. NGS je v primerjavi 
s standardnim sekvenciranjem po Sangerju občutljiva metoda za detekcijo 
nizkostopenjskih heteroplazmij. Medtem ko je najnižja stopnja detektirane 
heteroplazmije s sekvenciranjem po Sangerju 15 % [8], lahko z NGS določimo 5 % 
heteroplazmijo. Ker tehnologija NGS temelji na masivnem vzporednem določevanju 
nukleotidnega zaporedja in lahko tako sočasno določimo milijon nukleotidnih zaporedij, 
je idealna za diagnostiko mitohondrijskih motenj [7]. Z uporabo indeksov pri pripravi 
knjižnice DNA lahko sočasno določimo nukleotidno zaporedje za več vzorcev, kar 
bistveno zmanjša stroške [25]. Tehnologija NGS nam zaradi velike količine odčitkov na 
posameznem mestu omogoča izračun deleža mutirane mtDNA brez kompleksne 
kalibracije in računanja. Pri NGS lahko pride do sistemskih napak, ker Illumina GA 
platforma uporablja isti laser za vzbujanje A/C in G/T, zato nastanejo podobni emisijski 
spektri in lahko pride do napačne interpretacije rezultatov. Pri določanju pravih mutacij 
pri nizkostopenjskih heteroplazmijah so lahko te napake ključne [8]. 
Za detekcijo heteroplazmije se poleg NGS uporabljajo tudi polimorfizem dolžine 
restrikcijskih fragmentov (RFLP), sekvenciranje po Sangerju ali metode, ki temeljijo na 
PCR kot je ARMS-qPCR. Za določevanje pogostih točkovnih mutacij se v diagnostiki 
uporablja analiza RFLP z dodatkom radioaktivnih ali fluorescentnih oznak v zadnjem 
ciklu PCR, kar omogoča natančno kvantifikacijo heteroplazmije [1]. Vendar je metoda 
za detekcijo nizkostopenjskih heteroplazmij manj primerna, saj je njena občutljivost za 
detekcijo >10 % heteroplazmije. Zaradi nepopolne razgradnje z restrikcijskimi encimi, 
lahko pride do določanja nižje stopnje heteroplazmije, kot jo ima preiskovanec [7], [40]. 
Sekvenciranje po Sangerju še vedno velja kot standardna metoda za določanje 
heteroplazmij. Vendar je ta metoda manj primerna za določanje nizkostopenjskih 
heteroplazmij, saj je najnižja stopnja heteroplazmije, ki jo še lahko detektiramo 15 %. Za 
nizkostopenjske heteroplazmije se iz tega razloga raziskovalci obračajo na metode z večjo 
občutljivostjo in specifičnostjo [8]. ARMS-qPCR omogoča hitro in zanesljivo detekcijo 
heteroplazemskih mutacij. Pri tem pristopu v enem koraku izvedemo PCR, posnamemo 
signal ter analiziramo podatke. Z uporabo alelno specifične TaqMan sonde, merimo 
stopnjo heteroplazmatske mutacije. Metoda je zelo občutljiva, detektiramo lahko 0,1 % 
heteroplazmije, vendar so stroški sinteze specifičnih sond zelo visoki [7], [40].  
Odkrivanje nizkostopenjskih heteroplazmij je ključno pri diagnosticiranju 
mitohondrijskih bolezni [8]. Zaradi učinka ozkega grla se lahko materi z diagnosticirano 




mtDNA, da se mutacija fenotipsko izrazi [6]. Ker so mitohondrijske bolezni pogosto 
letalne in za njih ne poznamo zdravil, je odkrivanje nizkostopenjskih heteroplazmij 
ključno pri načrtovanju družine. S pomočjo novih tehnik, ki so v Veliki Britaniji v uporabi 
od marca 2017, se lahko staršema, kljub diagnosticirani heteroplazmiji, rodi zdrav otrok, 
ki je z njima genetsko povezan. Uporablja se prenos materinega delitvenega vretena 
(MST) in projedrni prenos (PNT). Pri MST iz jajčne celice med metafazo II izolirajo 
delitveno vreteno, ki vsebuje nDNA in ga prenesejo v jajčno celico zdravega darovalca, 
ki so ji predhodno odstranili jedro. Novo rekonstruirano jajčno celico nato oplodijo z 
očetovim spermijem [17]. Pri PNT gre za podoben postopek, ki ga izvajamo med G2 fazo 
prvega mitotskega celičnega cikla [41]. Za prenos potrebujemo dve že oplojeni jajčni 
celici. Najprej materno jajčno celico oplodijo z očetovo spermo, nato odstranijo 
starševsko projedro in ga prenesejo v zigoto zdravega darovalca, ki so ji pred tem 
odstranili projedro [42], [43]. 
Z rezultati smo potrdili vse tri postavljene hipoteze. S tehnologijo NGS smo lahko 
detektirali heteroplazmijo pri kateri je delež mutirane mtDNA večji od 5 %. Rezultat 
potrjuje, da je detekcija nizkostopenjskih heteroplazmij s tehnologijo NGS možna (1. 
hipoteza), ampak metoda ni dovolj občutljiva za heteroplazmije pod 5 %. Rezultati 
potrjujejo tudi tretjo hipotezo, saj je obogatitev mtDNA z LR-PCR vplivala na končno 
interpretacijo rezultatov. Pri vzorcu z razmerjem 1:99 zaradi nedoločenega nukleotidnega 
zaporedja, ki je posledica slabe kvalitete produkta PCR za fragment A, nismo mogli 
detektirati heteroplazmije. Glede na to, da je najnižja meja detekcije heteroplazmije s 







Z rezultati smo pokazali, da lahko s tehnologijo NGS določimo več kot 5 % stopnjo 
heteroplazmije. Iz tega lahko zaključimo, da je NGS primerna metoda za detekcijo 
nizkostopenjskih heteroplazmij, saj je v primerjavi s standardnim sekvenciranjem po 
Sangerju bolj občutljiva metoda. Poleg tega nam NGS omogoča, da sočasno 
karakteriziramo celotno nukleotidno zaporedje mitohondrijskega genoma in določimo 
vsa heteroplazmatska mesta na mtDNA, kjer delež mutirane mtDNA presega 5 %.  
Prenos metode v klinične preiskave omogoči hitro detekcijo heteroplazmatskih mutacij 
na mtDNA. S pomočjo NGS lahko preiskovancu v manj kot enem tednu določimo stopnjo 
heteroplazmije. Odkrivanje nizkostopenjskih heteroplazmij z NGS bi pripomoglo k 
načrtovanju družine, saj so mitohondrijske bolezni pogosto letalne, poleg tega za večino 
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